
 

 

 

 ژنتيک نوين

 9317 پاييز، 3، شماره سيزدهمدوره 

 343 - 353صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 تنش خشکی 

 BBEژن 

 سنگوئینارین

 مامیران کبیر  
 

 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

دخيل در مسير بيوسنتز  BBEكننده  جداسازي و بررسي بيان ژن كد

 ماميران كبيرسنگوئينارين تحت تنش خشكي در 
 

Isolation and expression study of BBE encoding gene involved in 

sanguinarin biosynthesis pathway in greater celandine under 

drought stress 

 
 3سودابه مفاخري ،2*، صدیقه فابریکي اورنگ1طيبه شمسيني غياثوند

 ، قزوین، ایران(ره)ی امام خمینی الملل نیب، دانشگاه گیاهینژادی ژنتیک و به گروه دانشجوی دکتری، -1

 ، قزوین، ایران(ره)المللی امام خمینی ، دانشگاه بیننژادی گیاهیژنتیک و بهگروه استادیار،  -2 

 ، قزوین، ایران(ره)المللی امام خمینیاستادیار، گروه علوم باغبانی، دانشگاه بین -3

 

Shamsini Ghiasvand T
1
, Fabriki-Ourang S

*2
, Mafakheri

 
S

3
 

 

1- PhD Student, Department of Genetics and Plant Breeding, Imam Khomeini 

International University, Qazvin, Iran 

2- Assistant Professor, Department of Genetics and Plant Breeding, Imam Khomeini 

International University, Qazvin, Iran 

3- Assistant Professor, Department of Horticulture, Imam Khomeini International 

University, Qazvin, Iran 

 s.ourang910@gmail.com :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (11/7/67 :تاریخ پذیرش - 33/13/69 :تاریخ دریافت) 

حاوی ترکيبات متعدد ( .Chelidonium majus L)کبير  های مختلف گياه دارويی ماميران بخش

سنگوئينارين يک . بربرين است -آلکالوئيدی مهم مانند چليدونين، کلريترين، سنگوئينارين

طور گسترده در گياهان خانواده خشخاش، فومارياسه و  باشد که به بنزوفنانتريدين چهار عضوی می

ای از خواص دارويی بالقوه  ک فعال دارای طيف گستردهاين آلکالوئيد بيولوژي. سدابيان وجود دارد

اولين مرحله در مسير بيوسنتز . باشد مفيد مانند ضد ميکروبی، ضد التهابی و خاصيت ضدتوموری می

باشد که اين واکنش مهم  اسکولرين می -رتيکولين به اس -آلکالوئيد سنگوئينارين مستلزم تبديل اس

منظور تهيه  به. گيرد شود، صورت می کد می BBEيج که توسط ژن وسيله آنزيم کليدی بربرين بر به

BBE (Berberine Beridge Enzyme )مواد گياهی برای جداسازی ژن و نيز بررسی ميزان بيان ژن 

درصد  944و  74، 55، 44 ترتيب با به)در چهار سطح تنش خشکی شديد، متوسط، ضعيف و عدم تنش 

صورت فاکتوريل در قالب طرح پايه  ساقه و برگ، آزمايشی به ريشه،  در سه اندام( ظرفيت زراعی

از  RNAاستخراج  BBEکدکننده آنزيم  cDNAجهت جداسازی . دشکاملا تصادفی با سه تکرار اجرا 

  cDNA.از ريشه، ساقه و برگ انجام شد RNAبافت ريشه و برای بررسی بيان ژن مذکور، استخراج 

باز جداسازی و با موفقيت در پلاسميد  جفت 9544طول تقريبی  ا از بافت ريشه ب BBEکدکننده آنزيم 

PTG19-T های مستعد شده  درج و در سلولE. Coli يابی نشان داد که  نتايج توالی. سازی شد همسانه

. کند اسيدآمينه را کد می 483پپتيدی به طول  باز، زنجير جفت 9449ژن جداسازی شده با طول 

 flavinهای گليکوزيلاسيون، عنوان جايگاه به NX(S/T)رای موتيف حاصل، دا BBEپپتيدی  زنجير

binding domain (برای اتصال هيستيدين فلاوينه شده)ای  آمينه ، موتيف اسيدSGGH  و دنبالهGlu 

بر اساس نتايج . های فلاووپروتئينی دارد، بود که نقش کاتاليتيکی مهمی در تشکيل پل بربرين در آنزيم

ترتيب در بافت ريشه تحت خشکی ضعيف  بيشترين و کمترين ميزان بيان اين ژن به مقايسه ميانگين،

(FC=70% ) و در برگ و ساقه در شرايط عدم تنش(FC=100% )بندی کلی  در جمع. حاصل شد

د و شايد از شو می BBEتوان نتيجه گرفت که اعمال تنش خشکی ضعيف، سبب افزايش بيان ژن می

 .سنگوئينارين بيشتری در اين گياه دست يافتاين طريق بتوان به توليد 

 های کلیدی‬واژه
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یدها هستند که ئها، گروه بزرگی از آلکالوایزوکویینولینبنزیل

، Papaveraceaeهای گیاهی  طور عمده در خانواده به

Fumariaceae ،Berberidaceae  وRanunculaceae  شناسایی

بسیاری از آلکالوییدهای این گروه دارای اثرات دارویی . اندشده

، ضد سرطان (ین و کدئینمورف)مهمی مانند مسکن 

و شل کننده عضلات ( بربرین)، ضد باکتری (سنگوئینارین)

 (. Facchini et al. 2012)باشند  می( پاپاورین)

با تبدیل تیروزین به  ایزوکوئینولینبیوسنتز آلکالوئیدهای بنزیل 

ای از با شبکه)هیدروکسی فنیل استالدهید -4دوپامین و 

آغاز ( روکسیلاسیون و دآمیناسیوندکربوکسیلاسیون، اورتوهید

تیروزین دکربوکسیلاز، تیروزین و دهیدروکسی فنیل . شودمی

-4دوپامین و . کندهای مشابه خود تبدیل میآلانین را به آمین

با ( NCS)هیدروکسی فنیل استالدهید توسط نورکوکلارین سینتاز 

ماده مرکزی برای همه پیش)نورکوکلارین -هم ترکیب شده تا اس

تمام . را تولید کند( ایزوکوئینولین در گیاهانبنزیل یآلکالوئیدها

حد واسط مرکزی ماده ایزوکوئینولین، از آلکالوئید بنزیل 2133

نورکوکلارین با همکاری  -اس. شوندسنتز مینورکوکلارین  -اس

، یک (CNMT)ترنسفراز متیل -، ان(6OMT)ترنسفراز متیل-ا-9

P450  هیدروکسیلاز(CYP80B1 ) ترنسفراز متیل-ا-4و(4OMT )

هیدروکسیلاسیون حلقه . شودرتیکولین تبدیل می -به اس

-نورکوکلارین به اس-آروماتیک شرکت کننده در تبدیل اس

P450 (CYP80B1 )رتیکولین توسط مونواکسیژناز وابسته به 

-هیدروکسی-کوکلارین به اسمتیل-ان-کاتالیز شده و در آن اس

 (.Facchini et al. 1996)شود دیل میکوکلارین تبمتیل-ان

رتیکولین یک نقطه انشعابی بین مسیرهای مورفین و سنگوئینارین 

 (. Allen et al. 2004)باشد می

بیوسنتز آلکالوئید سنگوئینارین مستلزم تبدیل  دراولین مرحله 

باشد که این واکنش مهم  اسکولرین می-رتیکولین به اس-اس

صورت  Berberine bridge enzyme( BBE)توسط آنزیم کلیدی 

تبدیل ساختاری  BBEآنزیم (. Facchini et al. 1996)گیرد می

 -Sدر  8رتیکولین را به کربن شماره  – Sمتیل در  – Nگروه 

 -Sسپس (. Frenzel et al. 1988)کند اسکولرین کاتالیز می

 – Sبه ( DIOX)اسکولرین توسط آنزیم شیلانتیفولین سنتتاز 

 Hagel and)د شوماده سنگوئینارین تبدیل میولین پیششیلانتیف

Facchini 2010a( ) سنگوئینارین یک نمک آمونیومی و (. 1شکل

باشد که بیشتر در خانواده پاپاوراسه از جمله ریشه  سمی می

 (.Beaudoin and Facchini 2013)است خشخاش یافت شده

ه خشخاش مامیران یا مامیران کبیر، گیاهی دارویی از خانواد

(Papaveraceae ) با نام علمیChelidonium majus L. باشد  می

هایی نظیر زخم های مختلف این گیاه در درمان بیماریکه بخش

های کبدی و غیره  های دهان، بیماریمعده، سرطان معده، زخم

پتانسیل درمانی گیاه مامیران وابسته به . گیرد میمورد استفاده قرار 

رکیبات فعال بیولوژیکی مانند کلیدونین، شمار متعددی از ت

 کلریترین، سنگوئینارین، بربرین، پروتوپین، آلوکریپتوپین و

طور کمی این گیاه حاوی مقادیر زیادی از به. باشد کوپتیسین می

درصد در  21/2تا  27/3)آلکالوییدهای ایزوکوئینولینی است 

 Lee and( )های هوایی و سه تا چهار درصد در ریشهبخش

Facchini 2010; Amal et al. 2015 .) 

 

 
(.  Verma et al.  2014)مسیر آلکالوییدی بنزیل ایزوکوئینولین  -1شکل 

(Tyrosine/dopa decarboxylase (TYDC),tyrosine aminotransferase 

(TYAT),norcoclaurine synthase (NCS) ,berberine bridge enzyme 

(BBE) ,cheilanthifoline synthase (CFS), stylopine synthase(STS), 

tetrahydroprotoberberine cis-N-methyltransferase (TNMT) 

,protopine 6-hydroxylase (P6H) ,thebaine 6-O-demethylase 
(T6ODM), codeinone reductase (COR), codeine O-demethylase 

(CODM)) 
 

  مقدمه
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غیرآزمایشگاهی  های مختلفی در شرایط آزمایشگاهی و آزمایش

های اند که سنگوئینارین موجب آپوپتوز در سلولنشان داده

عنوان درمان شود و مطالعه روی سنگوئینارین بهسرطانی انسان می

 .شودبالقوه سرطان توصیه می

دست آمده در زمینه سنتز مصنوعی مواد  های بهرغم پیشرفتعلی

تنها راه دستیابی  موثره گیاهی، هنوز هم استخراج از منابع گیاهی

که بخش اعظم  طوری به بسیاری از مواد دارویی ارزشمند است؛ به

های ثانویه مشتق  بازار گیاهان دارویی به تولید و عرضه متابولیت

ها در  غلظت پایین این ترکیب. شودشده از این گیاهان مربوط می

ها، مراتع و گیاه، محدودیت منابع طبیعی، تخریب روزافزون جنگل

های متنوع گیاهی و جانوری و مشکلات  ضای سبز، نابودی گونهف

به مرتبط با اهلی نمودن و کشت این گیاهان، توجه محققین را 

وری گیاهان کارهایی جهت افزایش تولید و بهره استفاده از راه

 ;Mulabagal and Tsay 2004)است  دارویی معطوف نموده

Kumar and Gupta 2008  .) 

عنوان روشی  تورهای زیستی و غیرزیستی را بهاثربخشی الیسی

های  کارآمد برای بهبود تولید ترکیبات با ارزشی مانند متابولیت

در عوامل  تغییر(. Verma et al. 2014) است شدهثانویه تایید 

توانند باعث تغییر در نحوه های محیطی می محیطی مانند تنش

بر پایه . ندرشد و میزان مواد ثانویه در گیاهان دارویی شو

عنوان  ها به است که تنشتحقیقات انجام گرفته، مشخص شده

الیسیتورهای غیرزیستی بر مقدار ماده موثره گیاهان دارویی، 

عناصر تشکیل دهنده مواد موثره و میزان وزن خشک تولید شده 

ها را تا توانند تولید برخی از این ترکیب گذارند و میتاثیر می

دهند، البته این تاثیر همیشگی نبوده و در چندین برابر افزایش 

 .است های ثانویه گزارش شدهمواردی نیز کاهش میزان متابولیت

شود؛ ها کنترل میوسیله ژنهای ثانویه بهاگرچه بیوسنتز متابولیت

میزان زیادی تحت تاثیر عوامل محیطی ها به  ولی تولید آن

ایط تنش در میزان اطلاعات موجود در رابطه با اثرات شر. باشد می

 دست آمده طور عمده از تحقیقاتی به های ثانویه، به تولید متابولیت

است که سعی در افزایش این ترکیبات در گیاهان دارویی و معطر 

تنش خشکی، تاثیر (. Timmermann et al. 1984)اند داشته

زنده محیطی است و میزان تاثیر آن بسته به گذارترین تنش غیر

 Mousavi)زمان وقوع تنش و شدت آن متفاوت است  ها،ژنوتیپ

et al. 2012.) 

وجود  که یکی از دلایل اهمیت گیاه مامیران کبیر به از آنجایی

گردد؛ و  متابولیت سنگویینارین با خاصیت ضد سرطانی قوی برمی

واکنش بسیار  BBEگونه که در بالا به آن اشاره رفت آنزیم  همان

دهد؛ و  اسکولرین را انجام می -ه اسرتیکولین ب -مهم تبدیل اس

 های بعدی در این مسیر منجر به تولید سنگویینارین سلسله واکنش

لذا در پژوهش حاضر در اولین گام، اقدام به جداسازی . گردد می

cDNA  کد کننده آنزیمBBE چنین  هم. از ریشه گیاه مامیران شد

به مربوط  cDNAسازی  در ادامه پس از جداسازی و همسانه

BBEهای  ؛ تغییرات بیانی این ژن در شرایط تنش خشکی در اندام

گیاه مامیران مورد بررسی قرار ( ریشه، ساقه و برگ)مختلف 

بر اساس اطلاعات موجود، این پژوهش اولین مطالعه در . گرفت

راستای بررسی مسیر بیوسنتزی سنگویینارین در گیاه مامیران کبیر 

تواند در جهت  ین پژوهش میباشد لذا نتایج حاصل از ا می

عنوان آنزیم مهم و کلیدی در مسیر  به BBEافزایش فعالیت آنزیم 

کار  تولید سنگویینارین و در نتیجه افزایش میزان این متابولیت به

 .گرفته شود

 

ها و مراتع بذرهای گیاه مامیران کبیر از موسسه تحقیقات جنگل

تهیه مواد گیاهی برای جداسازی ژن و منظور  کشور تهیه شد و به

BBE (Berberine Beridge Enzyme )نیز بررسی میزان بیان ژن 

، آزمایشی به صورت فاکتوریل در قالب طرح در گیاه مامیران کبیر

دو فاکتور مورد مطالعه . پایه کاملا تصادفی با سه تکرار اجرا شد

 شامل تنش خشکی در سه سطح خشکی شدید، متوسط و ضعیف

به همراه تیمار ( درصد ظرفیت زراعی 73و  11، 43ترتیب به)

ریشه، ساقه و برگ و سه اندام  (رفیت زراعیظدرصد  133)شاهد 

چهار هفتگی گیاه و در سه زمان مرحله تنش خشکی در . بودند

تنش، بروز اعمال شد و پس از  روز 14به مدت  متوالی

تکرار   اه در سههای ریشه، ساقه و برگ گی گیری از اندام نمونه

کدکننده آنزیم  cDNAمنظور جداسازی به. زیستی انجام گرفت

BBE  استخراجRNA  بررسی بیان ژن برای از بافت ریشه و نیز

  ها مواد و روش
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های ریشه، ساقه و برگ با استفاده از بافت RNAمذکور، استخراج 

محصول شرکت RNA (RNX- Plus Solution )از بافر استخراج 

پس از . العمل شرکت سازنده انجام شدسیناکلون و طبق دستور

استخراج شده با دو روش  RNAبررسی کمیت و کیفیت 

و ( Thermo scientific، شرکت Nanodrop 2000c)نانودراپ 

با استفاده از آنزیم رونوشت  cDNAساخت  الکتروفورز ژل آگارز؛

و آغازگر ( Thermofishen scientific, Ep0441)بردار معکوس 

و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده dT (Vivantis )الیگو

 . انجام پذیرفت

کدکننده  cDNAبرای طراحی آغازگرهای مورد نیاز جداسازی 

. گیاه مامیران کبیر استفاده شد EST 1های  ؛ از کتابخانهBBEآنزیم 

ها از پایگاه  آن ESTهای ها و توالیاطلاعات این کتابخانه

NCBIاطلاعاتی 
که  ESTهای  پیدا کردن توالیبرای . بدست آمد 2

از  بدین منظور. استفاده شد Blastnمرتبط بود از  BBEبا ژن 

عنوان گیاهان خانواده خشخاش به سایر BBEهای ژن توالی

Query  در ادامه . شداستفادهEST  هایی که با توالی مورد نظر ما

افزار داشتند را انتخاب کرده و توسط نرم درصد 93شباهت بالای 

EGassembler
های ساخته شده، از میان کانتیگ. سازی شد هم سر 3

رو  رو و پس بلندترین کانتیگ را انتخاب کرده و آغازگرهای پیش

بررسی خصوصیات آغازگرها با استفاده . طراحی شد( 1جدول )

Oligo analyzerاز برنامه آنلاین 
ها  انجام گرفت و سنتز آن 4

 .جام شدان( کره جنوبی) Bioneerتوسط شرکت 

                                                           
1 Expression Sequence Tag; EST 

2 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

3 http://www.genome.jp/tools/egassembler/ 

4 https://eu.idtdna.com/calc/analyzer 

 Ampliqonای پلیمراز با استفاده از مخلوط واکنش واکنش زنجیره

ذوب اولیه شرایط دمایی واکنش برای تکثیر، پنج دقیقه . انجام شد

چرخه شامل  43درجه سلسیوس بود که واکنش با  61در دمای 

درجه  17ثانیه در دمای  41درجه سلسیوس،  61ثانیه در دمای  93

درجه سلسیوس ادامه یافت و در پایان  72ثانیه در دمای  83و 

درجه سلسیوس در نظر  72ای در دمای  دقیقه 13یک چرخه 

نظر، محصول واکنش  برای تایید تکثیر قطعه مورد. گرفته شد

ای پلیمراز روی ژل آگارز یک درصد الکتروفورز مورد زنجیره

 . بررسی قرار گرفت

 Expinاز کیتسازی قطعه تکثیر شده با استفاده پس از خالص

Combo (Geneall)سازی محصول حاصل در ناقل  ، همسانه

 T4 DNAبا استفاده از آنزیمPTG19-T (Vivantis )پلاسمیدی 

Ligase (Fermentas ) مطابق روش توصیه شده شرکت سازنده

های مستعد باکتری  سازی سلول پس از آماده. انجام پذیرفت

E.Coli  سویهDH5α لسیمک روش قلیایی کلرید به (Sambrook 

and Russel 2001)های  ؛ معرفی ناقل نوترکیب به درون سلول

( Sambrook and Russel 2001) روش شوك حرارتی باکتری به

های نوترکیب، از سپس برای شناسایی باکتری. انجام گرفت

بیوتیک  های رشد یافته در محیط گزینشگر حاوی آنتی باکتری

ا آغازگرهای اختصاصی انجام ب PCRسیلین، آزمون کلونی آمپی

 . گرفت

 

 
 در گیاه مامیران کبیر BBEمنظور جداسازی و بررسی بیان ژن  توالی جفت آغازگرهای مورد استفاده به -1جدول 

 نام آغازگر (1′→3′) توالی آغازگر (˚C)دمای اتصال   (bp) طول قطعه تکثیری ژن هدف

BBE 1133 
 
17 
 

TTGTCTAACTTCCCATGGCG BBE1-F 
GATGGTTAAACA CATTATTTGGA BBE1-R 

BBE 143 18 
ACGCCGTTTCCTCATCGTAA BBE2-F 
TTCGACACGAACGGTTCCAT 

 
BBE2-R 

ef-alpha 111 18 
AGATGATTCCAACCAAGCCCA Elf-F 

CCTTGATGACACCAACAGCAACT Elf-R 
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های نوترکیب حاوی ژن و انتخاب باکتری PCRپس از انجام 

BBEن انتخاب شد و استخراج پلاسمید با استفاده از ، دو کلو

Expropکیت
TM

 Plasmid SV  (GeneAll )در ادامه، . انجام گرفت

با استفاده )پس از بررسی کیفیت و کمیت پلاسمید استخراج شده 

یابی قطعه مورد نظر ؛ توالی(از الکتروفورز ژل آگارز و نانودراپ

توسط شرکت  T7و  M13با استفاده از آغازگرهای عمومی 

Bioneer (کره )انجام پذیرفت. 

 ClC mainافزاریابی، توسط نرم بررسی نتایج حاصل از توالی

workbench (V5.5) افزار،  با استفاده از این نرم. انجام گرفت

و  شدهای اضافی که شامل توالی ناقل بودند از توالی حذف  توالی

یشتر مورد های بدست آمده برای بررسی توالی نوکلئوتیدی به

ردیفی چندگانه پروتئین مورد نظر با  هم. استفاده قرار گرفت

اند، توسط برنامه های پروتئینی مشابه که قبلا شناسایی شدهتوالی

ClustalW2 تر و تعیین  های بیش منظور بررسی به. انجام شد

سازی شده، اقدام به بررسی فیلوژنتیکی با  زیرگروه ژن همسانه

های قطعه ژن سپس دمین. دش Clustalw2زار استفاده از نرم اف

و  NCBI ،Interproscanهای جداسازی شده با استفاده از پایگاه

Motif scan بررسی شد.  

( ریشه، ساقه و برگ)های مختلف در اندام BBEبیان ژن میزان 

 133و  73، 11، 43)تیمارهای مختلف خشکی  تحتگیاه مامیران 

کمی با استفاده از  RT-PCRروش  به( درصد ظرفیت زراعی

بر اساس  BBE2ی آغازگرها. بررسی شد BBE2آغازگرهای 

از ژن . طراحی شدند صورت گرفته یابی اطلاعات حاصل از توالی

Elangation factor α  عنوان ژن مرجع در این آزمایش  بهنیز

کمی  RT-PCRشرایط زمانی و دمایی واکنش . استفاده گردید

درجه سلسیوس برای  64قه دمای دقی چهارعبارت بود از 

 64ثانیه در دمای  33چرخه شامل 43سازی اولیه که با  واسرشت

درجه  18ثانیه در دمای  23، (سازی واسرشت)سلسیوس   درجه

ادامه ( بسط)درجه سلسیوس  72ثانیه در  33، (اتصال)سلسیوس 

تا  91رسم منحنی ذوب قطعه تکثیری از دمای  یافت و در نهایت

کمی با  RT-PCRواکنش . سلسیوس در نظر گرفته شددرجه  61

Syber green (PremixEX Tag II, Fermentas ) کیت ازاستفاده 

برای . صورت گرفتساخت آمریکا  Biorad تایمریل دستگاه با

استفاده  SPSSو  MSTATCهای  افزار های آماری از نرمتجزیه

 .شد

 

ای با اثر ضد  عنوان ماده وئینارین بهبا عنایت به اهمیت دارویی سنگ

سرطانی قوی، داشتن اطلاعات کافی از مسیر بیوسنتزی آن و نیز 

مندی از این ماده دارویی با  منظور بهره های کنترل کننده به ژن

کبیر از جمله گیاهان دارای   گیاه مامیران. دباش ارزش ضروری می

اطلاعات مولکولی رسد افزایش  نظر می باشد؛ لذا به این ماده می

بتواند کمک شایانی برای اهدافی مانند افزایش میزان این ماده 

عنوان یک نقطه انشعاب مرکزی  به Reticuline-(S). موثره نماید

در بیوسنتز بسیاری از آلکالوئیدهای ایزوکوئینولینی در گیاهان 

های موجود در نقطه انشعاب، آن کند که هر کدام از آنزیم عمل می

کنند و در نهایت منجر به تولید یک مسیر خاص هدایت می را به

(. Facchini et al. 1996)شود یک محصول نهایی و خاص می

اولین مرحله از  Berberine Beridge Enzyme (BBE)آنزیم 

-(S)به  Reticuline-(S)بیوسنتز سنگوئینارین را با تبدیل 

Scoulerine ات مولکولی در دهد؛ بنابراین با کسب اطلاع انجام می

های هایی را در زمینه افزایش بیان ژن توان تلاش این مسیر می

 . منظور افزایش سنگوئینارین در مامیران نمود مرتبط به

 BBEهای ژن براساس نتایج ارائه شده در منابع مختلف، رونوشت

است در ریشه گیاه خشخاش بیشتر از اندام هوایی مشاهده شده

(Facchini et al. 1996)چنین مشخص شده است که در گیاه  ؛ هم

یابد  تر در ریشه و گیاهچه تجمع می خشخاش، سنگوئینارین بیش

(Facchini and Deluka 1995 .)که گیاه  بنابراین با توجه به این

کد کننده آنزیم  cDNAمامیران نیز از خانواده خشخاش است، 

BBE پس از استخراج . دش؛ از بافت ریشه جداسازیRNA از  کل

ای پلیمراز با آغازگرهای  ، واکنش زنجیرهcDNAریشه و ساخت 

BBE1 (1 جدول) طول  ای به مطابق انتظار قطعه انجام گرفت و

قطعه تکثیر شده  (.الف 2شکل ) باز تکثیر شد جفت 1133تقریبی 

سازی و در ناقل  سازی از روی ژل آگارز خالص منظور همسانه به

های مستعد شده  س در سلولد و سپشدرج  PTG19-Tپلاسمیدی 

E. Coli منظور تایید تراریختی باکتری  به. سازی شد همسانهE. 

  نتایج و بحث
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Coli باناقل  حاوی cDNA  رمزکننده آنزیمBBE ابتدا با ،

حاوی )های باکتری رشد کرده روی محیط گزینشگر  سلول

( colony PCR)ای پلیمراز انجام گرفت  زنجیره واکنش( سیلین آمپی

 2شکل )قطعه مورد نظر در پلاسمید درج اولیه و پس از تایید 

های مورد نظر در محیط گزینشگر و استخراج  ؛ کشت باکتری(ب

و  T7یابی با آغازگرهای عمومی  توالیدر نهایت پلاسمید انجام و 

M13 دست  پس از بررسی توالی به. در دو جهت انجام گرفت

به  نهایی ناقل، توالی  های اضافی مربوط به آمده و حذف توالی

با  NCBIدست آمد که در پایگاه اطلاعاتی  باز به جفت 1441طول 

 .دشثبت  KY595435شماره دسترسی 

 

 
با  BBEای پلیمراز حاصل از تکثیر نتیجه واکنش زنجیره( الف –2شکل 

نشانگر  -M) استفاده از آغازگرهای اختصاصی روی ژل آگارز یک درصد

 cDNAقطعه تکثیر شده از روی  -1 ،(100bp, cinnaclon)مولکولی  اندازه

های رشد کرده روی با همسانه PCRنتیجه آزمون ( ب (ریشه مامیران کبیر

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی روی ژل ( Colony PCR)محیط گزینشگر 

C،(100bp, cinnaclon)مولکولی  اندازهنشانگر  -M)آگارز یک درصد 
+

 - 

های دارای ناقل  همسانه -3الی  1، (وان الگوعن ریشه به  cDNA)کنترل مثبت 

Cنوترکیب، 
-

 (.کنترل منفی -

 

با این آزمایش  BBEآنزیم  cDNAتوالی نوکلئوتیدی با بررسی 

اسید آمینه  483یک چارچوب قرائت آزاد با  ،باز جفت 1441طول 

گیاه  BBEهمانند همچنین مشخص شد که . شناسایی شد

Eschscholzia californica (Dittrich and Kutchan,1991 ) و

مامیران نیز گیاه  BBE، (Facchini et al. 1996) گیاه خشخاش

های عنوان جایگاهبه NX(S/T)های توافقی با موتیف دارای توالی

 (.3شکل )باشد گلیکوزیلاسیون می

برای اتصال ) flavin binding domainهای توافقی  توالی

 BBEپروتئینی   در توالیه شناسایی شد (هیستیدین فلاوینه شده

 .Eتوالی پروتئینی مربوط به در این آزمایش مشابه با مامیران 

californica (Dittrich and Kutchan,1991 )و خشخاش 

(Facchini et al. 1996 ) در نزدیکی انتهای آمینی(N- terminal )

ای  آمینه موتیف اسید ،فرد این دومین منحصر به  از ویژگی. بود

SGGH باشد که همانند سایر  عنوان موتیف محافظت شده می هب

 BBEگیاهان خانواده خشخاش، این جایگاه در توالی پروتئینی 

گونه که از بررسی توالی  همان. (3شکل ) دشدیده نیز گیاه مامیران 

 Gluدست آمد، یک دنباله  خانواده خشخاش به BBEای  اسیدآمینه

های  بربرین در آنزیم که نقش کاتالیتیکی مهمی در تشکیل پل

دیده مامیران  BBEتوالی  338پروتئینی دارد؛ در موقعیت وفلاو

 E. californicaگیاه  417دنباله مذکور در موقعیت  .شد

(Winkler et al. 2008 )گیاه خشخاش  421 و موقیت(Hagel et 

al. 2012 )است گزارش شده. 

ط به های مربو وپروتئینودر بررسی روابط فیلوژنتیکی فلا

حاصل ار توالی وپروتئین وفلاو های گیاهی مختلف  خانواده

های پروتئینی،  ردیفی توالی بر اساس همجداسازی شده، 

 گروهدر یک . در دو دسته کلی قرار گرفتند BBEهای  پروتئین

؛ گرفتهای مربوط به گیاهان خانواده خشخاش قرار  وپروتئینوفلا

های  خانواده BBEهای  دیگر پروتئین گروهکه در  در حالی

Rununculaceae  وBerberidaceae (.4 شکل)بندی شد  دسته 

جداسازی شده از  cDNAبیشترین درصد یکسانی توالی پروتئینی 

 Argemonهای پروتئینی مامیران در این آزمایش با توالی

Mexicana  وE. californica  18/73با درصد یکسانی به ترتیب 

 .درصد بود 39/99و 

 مراحل شناسایی و ینارینئمسیر بیوسنتز سنگو تنظیم نحوه مطالعه

و  اولین جزء متابولیت ارزشمند این تولید سرعت تأثیرگذار بر

 افزایش تولید منظور به متابولیک مهندسی جهت هاگام ترینمهم

 .باشد می ها آن
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 .Pو  Argemone mexicana (ACJ76784) ،E. califomica (AAC39358) ،C. majus (ARD92371)از  BBE  های اسید آمینه ردیفی توالی هم -3شکل 

somniferum (AAC61839) .توالی توافقی (نواحی زرد)های گلیکوزیلاسیون جایگاه ،flavin binding domain (کادر قرمز) (. ناحیه سبز)، دنباله گلوتامین  

 

 
های خانواده خشخاش و  ووپروتئیندرخت فیلوژنتیکی فلا -4شکل 

های دسترسی اعضاء درخت  ها و شماره نام گونه. های مرتبط خانواده

 AAU20769 (Thalictrum flavum)،AAC39358: فیلوژنتیکی عبارتند از

(E. californica) ،AAC61839 (P. somniferum)،BAM44344 (Coptis 

japonica) ،ARD92371 (C. majus)،AAD17487 (Berberis 

stolonifera),  ACJ76783 (Argemon mexicana)  
 

 یا غیرزیستی و زیستی منشاء الیسیتورها با کمک به آنزیمی تحریک

 القای طریق از باشد که های تحریک بیان ژن میاز جمله روش

 ثانویه هایمتابولیت تجمع و باعث بیوسنتز دفاعی هایپاسخ

 (. Zhao et al. 2005)شوند  می

سطوح مختلف حاکی از تاثیر ( 2جدول ) تجزیه واریانسنتایج 

های مختلف گیاه  در اندام BBEبیان ژن میزان تنش خشکی بر 

و هر سه منبع تنش خشکی، بافت و اثر متقابل  مامیران کبیر بود

دار معنی( P≤0.01)بافت در تنش در سطح احتمال یک درصد 

 BBEبیان ژن  نظراز  مقایسه میانگین اثر اصلی بافتنتایج . شدند

های مختلف گیاه مامیران  نشان داد که میزان بیان این ژن در اندام

با  BBEکه بیشترین میزان بیان ژن  طوری به. (1شکل )بود متفاوت 

در ریشه مشاهده شد؛ این نتایج ها دار از سایر بافتاختلاف معنی

تایید کننده این مطلب است که در این گیاه نیز همانند دیگر 

 P. somniferum (Facchini andیاهان خانواده خشخاش مانند گ

De Luka 1995 ) وP. bracteatum (Rezaei et al. 2016 ) بیان

تواند دلیلی  این می. در ریشه بیش از ساقه و برگ است ژن مزبور

گونه که  همانگیاه مامیران، بر تجمع بیشتر سنگوئینارین در ریشه 

است  مامیران نیز گزارش شدهخانواده  در سایر گیاهان هم

(Facchini and De Luka 1995) ،حضور دلیل در ارتباط با  .باشد

بافت  در سنگوئینارینعلیرغم تجمع در ساقه و برگ  BBEآنزیم 

 .مورفین اشاره کرد یسنتزمسیر بیوطور مشابه به توان بهریشه، می

درون کپسول تجمع و با وجود اینکه مورفین در اندام هوایی 

یابد، اما آنزیم سالوتاردینول سینتاز که در بیوسنتز مورفین نقش  می

حتی در کپسول وجود و طور گسترده در ریشه و ساقه  دارد به

دهنده این موضوع است که مورفین در ریشه و ساقه دارد که نشان

شود  سنتز شده و توسط شیره گیاهی به اندام هوایی منتقل می

(Gerardy and Zenk 1993b.) 
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 های مختلف گیاه مامیران کبیر در سطوح مختلف تنش خشکی و اندام BBEتجزیه واریانس بیان ژن   -2جدول 

F 

 

 میانگین مربعات 

(MS) 

 مجموع مربعات

 (SS) 

 درجه آزادی

(df) 

 منابع تغییر

 (S.O.V) 
 تنش خشکی 3 77/23 6/7 7/916**

 بافت 2 41/9 2/3 1/213**

 بافت× تنش خشکی 9 66/1 66/3 1/78**

 خطای آزمایش 24 31/3 313/3 

38/1 CV% 

 .(P≤0.01)دار در سطح احتمال یک درصد اختلاف معنی**: 

 

توان گفت که سنتز یک ژن در یک اندام به معنای در واقع می

انتقال نیکوتین و . نیست اندامآن در همان محصول تولیدی تجمع 

ها یک مثال مشهود به برگهیوسیامین از ریشه توسط آوند چوبی 

شوند و در اندام از آلکالوئیدهایی است که در ریشه سنتز می

، که با (Hashimoto and Yamada 1992)شوند هوایی ذخیره می

توان گفت که ممکن است چنین توجه به اطلاعات فوق می

به . باشدمکانیسمی برای سنگوئینارین نیز در مامیران وجود داشته 

سنتز شده و توسط  و برگ ه سنگوئینارین در ساقهصورت ک این

انتقال دهنده خاص در خلاف جهت حرکت مورفین و نیکوتین به 

 .  سمت ریشه انتقال بیابد

، در تنش اثر متقابل بافت در تنش مقایسه میانگینبر اساس 

هر در  BBE، بیان ژن (درصد ظرفیت زراعی 73)ضعیف خشکی 

و د کر پیدا داریمعنید افزایش مامیران نسبت به شاه  بافت سه

از . (9شکل ) بیشترین میزان بیان ژن در بافت ریشه مشاهده شد

خشکی در  BBEبیان ژن  با افزایش شدت تنش، میزانسوی دیگر 

نسبت به تنش ضعیف روند کاهشی پیدا کرد متوسط و شدید 

در بافت  BBEدر تمام سطوح تنش بیشترین میزان بیان ژن  ولیکن

ضعیف تنش خشکی مجموع هر سه بافت، در  .هده شدریشه مشا

 BBEژن ترتیب افزایش سه و دو برابری در بیان  به و متوسط

در کل با افزایش شدت تنش، کاهش . نشان دادندنسبت به شاهد 

گونه استنباط  توان اینشد و می مشاهده BBEدر میزان بیان ژن 

شوك  عنوان به متوسطو  ضعیفنمود که تنش خشکی در سطوح 

و به تبع آن افزایش  BBEتواند موجب افزایش بیان ژن میملایم 

گردد و هرچه تنش خشکی شدت یابد منجر به سنتز سنگوئینارین 

 .(9شکل ) خواهد شد BBEکاهش بیان ژن 

 
 های مختلف گیاه مامیران کبیردر بافت BBEمیزان بیان ژن  -1شکل 

 

 
گیاه  (ریشه، ساقه و برگ) ختلفم های اندام BBEمیزان بیان ژن  - 9شکل 

ترتیب  به)شدید، متوسط و کم  سطوح مختلف تنش خشکی درمامیران کبیر 

 .و شاهد (درصد ظرفیت زراعی 73و  11، 43

 

در   .Davoudnia et al(2016) در توافق با نتایج این آزمایش،

در چهار گونه مختلف خشخاش، بیان  BBE1مطالعه بیان ژن 

ر اندام ریشه هر چهار گونه گرارش کردند بالای این ژن را د

 P. bracteatumولیکن بیشترین میزان بیان ژن در ریشه گونه 

نیز بیشترین میزان بیان ژن  .Rezaei et al (2016) .دست آمد هب

BBE1  را در ریشه گونهP. bracteatum و Facchini et al. 
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 .Pرا در ریشه BBE1بیشترین میزان بیان ژن ( 1996)

somniferum همچنین. اندگزارش کرده Facchini and Park 

در برگ  BBE1بیان ژن   Huang and Kutchan(2000) و( 2003)

P. somniferum را گزارش کردند. 

های مختلف نشان از  نتایج پژوهشدر مقایسه با نتایج این تحقیق، 

، tydc7های درگیر در سنتز سنگوئینارین مانند کاهش بیان ژن

DBOX ،DIOX2  وBBE1 های غیرزیستی مانند  در اثر محرك

که با افزایش مدت زمان تیمار با  طوری به ،باشد ها می نانوذره

ها در خشخاش گزارش  ژن  داری در بیان این الیسیتور کاهش معنی

چنین کاهش بیانی در ژن (. khodayari et al. 2015)شده است 

DIOX2 نیز گزارش مدت با الیسیتورها   در مواجهه طولانی

بندی کلی جمعدر (. Hagel and Facchini 2010)است  شده

که اعمال تنش خشکی در سطوح توان نتیجه گرفت که  می

را تحت تاثیر قرار داده و سبب افزایش آن  BBE، بیان ژن ضعیف

د و احتمالا از این طریق بتوان به تولید سنگوئینارین شو می

 . بیشتری در این گیاه دست یافت
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